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論文内容の要旨
本研究は、網膜色素上皮 (RPE) と神経網膜 (NR) の領域化機構を解析したものである。
背景
<RPE と NR> 脊椎動物の眼の組織の一つである RPE は、メラニン合成細胞が単層構造
をとった、薄い上皮様の組織である 。 RPE は光受容細胞を含む NR の外側に接し、その全
域を裏打ちしている 。 NR は 6 種類の神経細胞からなる組織で、多層構造をとる 。
<眼の発生過程での RPE と NR の領域化> 眼の発生過程では、眼胞 (OV) という眼の
原基が形を変えながら 、眼目杢 ( OC) という杯状の構造が形成される (Figure 1) 0 OC は外
層と内層の 2 層構造からなっており、正常発生中では OC 外層に将来の RPE (予定 RPE 領
域)、 OC 内層に将来の NR (予定 NR 領域)が形成される (Figure 1) 。 この過程が RPE と
NR の「領域化」である 。
RPE と NR の発生メカニズム(領域化を含む)は、両立しない(排他的な)関係にある 。
例えば、 RPE 発生に不可欠な遺伝子 (Miザなど)の機能が失われると、本来 RPE 領域と
なる OC 外層は、 NR 領域として取って代わられる 。 その逆も起こりうる ( Chxl0 の機能
喪失など) 。
RPE -NR 聞の領域化のバランスが崩れると、小眼球症や無眼球症といった眼の重篤な形
態形成異常の引き金となる 。 そのためこれらの領域化は、眼の発生過程の最も重要なイベ
ントのーっと考えられている 。 これまで、 RPE や NR の領域化のそれぞれに関わる因子は
報告されているものの、それらの因子の具体的な働きについては詳細に明らかにされてい
ない。
転写因子 Otx2 による NR 分化誘導因子の発現抑制を介した RPE の領域化メカニズム
<目的> 本解析では、前述のように RPE Figure 1 OC 外層/
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られている 。 本解析では、 Otx2 が RPE の
発生を促す一方で、 OC 内層/予定 NR 領域の発生をどのように抑えるのかを解析した。
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<結果> ドミナントネガティブ型の EnR-Otx2 ( 内因的な Otx2 の機能を阻害する)を
用いて、ニワトリ怪の発生中の眼において Otx2 の機能阻害を行った。その結果、 OC 外
層/予定 RPE 領域の発生プロセスが乱され、この領域が予定 NR 領域に取って代わられ
た。具体的には、 OC 外層に黒色色素をもたない肥厚した組織が形成され、 RPE 特異的な
因子 (Mitf、 Dct、 MMP1l 5) の発現が著しく弱まった。一方で NR 分化マーカー(Islet1、
HuC/D) が異所的に発現していた。
更に眼の発生に寄与するいくつかの因子の発現パターンを解析した結果、転写因子 Sox2
と分泌因子をコードする Fgf8 が、 EnR-Otx2 の遺伝子導入によって OC 外層/予定 RPE
領域に異所的に発現誘導されることが分かった。 Sox2 や Fgf8 は OC 内層/予定 NR 領
域に特異的に発現し、 NR の分化を強力に誘導することが分かっていたが、これらの因子
の発現パターンの制御メカニズムが明らかにされていなかった。本解析のデータは、 Otx正
の働きによって、 Sox2 と Fgf8 の発現が OC 外層/予定 RPE 領域で抑えられ、結果的に
Sox2 と Fgf8 が OC 内層/予定 NR 領域に限局することを示唆する (Figure 1) 。これが、
RPE と NR の領域化の一端を担うものと考えられる。
転写因子 Pax6 による RPE -NR 間の領域化の制御
<目的> 本解析では、転写因子 Pax6 にも着目した。 Pax6 は、 oc 外層と内層(つまり予
定 RPE 、 NR 領域)の両方に発現し、 RPE と NR の発生の両方を促す機能をもつことが示
されている。しかしながら、前述のように RPE と NR の発生は互いに排他的であるから、
Pax6 という 1 つの因子がどのようにして RPE と NR 発生の両方を制御するのかが問題とな
り、それはまだ明らかにされていない。そこで、 RPE と NR の領域化に関わる因子の発現
制御の面から Pax6 の機能解析を試みた。
<結果 > In vivo での Pax6 の機能解析のために、構成的活性化状態の Pax6 をコードする
Pax6-VP16 をニワトリ匹の眼に遺伝子導入した。その結果、 Pax6 の機能として1) Mitf 
の発現誘導 (RPE 発生を促進)、 2) Sox2 の発現誘導 (NR 発生を促進)、 3) RPE 分化マ
ーカーの発現抑制、 4) OC 外層/予定 RPE 領域の肥厚化、を行う可能性が示された。特に
1)と 2) に注目すると、 Mitf と Sox2 はそれぞれ OC 外層/予定 RPE 領域と OC 内層/予
定 NR 領域に発現が限局する転写因子であり、またそれぞれ RPE と NR 分化を強く誘導す
る。 Pax6 はこれらの因子の発現パターンを制御することで、 RPE と NR の両方の領域化を
促す可能性が示唆される。
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また本解析では、 Pax6 が Paired Fiaure 2 
domain (PD) と Homeodomain (HD) とし、 Paired domain (PD) Homeodomain (HD) 
う 2 種類の DNA 結合ドメインをもつこ
とに着目し (Figure 2) 、これらのドメイ
ンと Pax6-VP16 による Mitf や Sox2 の
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発現誘導能との関係を解析した 。 HD あ
るいは PD を欠いた Pax6-VP16 をコードする遺伝子を用いた解析から、 Pax6-VP16 によ
る Mitf の発現誘導には PD を必要とし、 一方で Sox2 の発現誘導は主に HD を介して行わ
れることが分かった 。 これらのデータは、 Pax6 が PD と HD という異なる DNA 結合ドメイ
ンを使い分けることで Mitf と Sox2 の両方の発現を制御し、 RPE -NR 聞の領域化を調節す
る可能性を示唆する 。
まとめ
これまで遺伝子突然変異体マウス等を用いた解析から、眼の発生に関わる因子が報告さ
れてきたが、それらの詳細な作用機序は十分に解明されていなかった 。 本解析でのニワト
リ怪を用いた遺伝子導入実験から、 OC 内の領域化における Otx2 や Pax6 の機能の一端が
明らかになった 。 また Pax6 は眼や脳等で多様な組織・細胞種の形成に関わり、神経系の発
生に不可欠な因子でもある 。 Pax6 が様々な発生プロセスにおいて多面的に機能するメカニ
ズムを理解する上で、 Pax6 が PD と HD を介して複数の機能を使い分ける可能性を in viνo 
で示した本解析の知見が、今後大きく貢献できることを期待している 。
口。口。
論文審査結果の要旨
脊椎動物の眼の組織の一つである網膜色素上皮 (RPE) は、メラニン合成細胞の単層上皮組織であ
る。 RPE は神経網膜 (NR) 全域を裏打ちしている。 NR は 6 種類の神経細胞からなる多層構造の組
織である。眼の発生過程では 間脳の伸び出しである眼胞が形成され、やがて中央がへこんで外
層と内層の 2 層構造からなる眼杯となる。眼杯外層は将来 RPE (予定 RPE 領域)に分化し、眼杯内
層は NR(予定 NR 領域)に分化する。この領域化は、眼の発生過程の最も重要なイベントの一つ
で、 RPE 発生に不可欠な遺伝子 (Miげなど)の機能が失われると、本来 RPE 領域となる OC 外層に
NR が分化し、 ChxlO の機能喪失などによりその逆も起こる。 RPE -NR 聞の領域化のバランスが崩
れると、小眼球症や無眼球症といった眼の重篤な形態形成異常の引き金となる。
ここでは、転写因子 Otx2 による NR 分化誘導因子の発現抑制を介した RPE の領域化メカニズムと
Pax6 による RPE-NR の領域化の制御機構が研究された。
1. 転写因子 Otx2 による NR 分化誘導因子の発現抑制を介した RPE の領域化メカニズム
ドミナントネガティブ型の島lR-Otx2 (内因的な Otx2 の機能を阻害する)を用いて、ニワトリ
匹の眼で Otx2 の機能阻害を行ったところ、 EnR-Otx2 発現部位は NR として分化した。すなわ
ち、 EnR-Otx2 発現部位は、黒色色素をもたない肥厚した組織となり、 NR 分化マーカー
(Islet1、 HuCID) の発現が誘導された。 RPE 特異的な因子 (Mitf、 Dct、 MMPl15) の発現は
著しく弱まった。
更に EnR-Otx2 により、転写因子 Sox2 と分泌因子再指の発現が眼杯外層に誘導された。正常
では、 Sox2 や持部は眼杯内層の予定 NR 領域に特異的に発現し、 NR の分化を強力に誘導す
る。本研究により、正常発生過程では、 Otx2 が眼杯外層の予定 RPE 領域で Sox2 と Fgf8 の発
現を抑え、それらの発現を眼杯内層に限局させていることが明らかとなった。このメカニズム
は、 RPE と NR の領域化の一端を担うものと考えられる。
2. 転写因子 Pax6 による RPE -NR 間の領域化の制御
In vivo での Pax6 の機能解析のために、構成的活性化状態の Pax6 をコードする Pax6-VP16 を
ニワトリ目玉の眼に強制発現させたところ、1) Mitf の発現誘導 (RPE 発生を促進)、 2) Sox2 の発
現誘導 (NR 発生を促進)、 3) RPE 分化マーカーの発現抑制、 4) 眼杯外層の肥厚化が起こった。
Pax6 が Paired domain (PD) と Homeodomain (HD) とし、う 2 種類の DNA結合ドメインをもつこ
とに着目し、それらのドメインによる Mitf や Sox2 の発現誘導について研究がなされた。 HD ある
いは PD を欠いた Pax6-VP16 をコードする遺伝子を用いた解析から、 Mitf の発現誘導には PD が
関わり、 Sox2 の発現誘導は主に HD が関わっていることが明らかとなった。
本研究は Otx2 による眼の原基での網膜色素上皮と神経網膜の領域化のメカニズム、また Pax6 の
二つの DNA 結合ドメイン、ホメオドメインとペアードドメインの機能の違いを明らかにし、それ
が網膜色素上皮と神経網膜の領域化に関わっているらしいことを示したもので、博士(生命科
学)の学位を授与するにふさわしい研究である。
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